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Резюме 
Изучение механизмов развития и прогрессирования фиброза является одним из ключевых на-
правлений современной кардиологии. В рамках данной работы было сделано предположение, что в 
регуляции активности мезотелиальных клеток и развития эпикардиального фиброза определенная 
роль принадлежит урокиназному рецептору (uPAR), который при взаимодействии со специфиче-
скими лигандами и белками-посредниками, способен активировать внутриклеточный сигналинг, за-
пускать каскад протеолитических реакций, включающих локальное образование плазмина и акти-
вацию матриксных металлопротеиназ, обеспечивая ремоделирование матрикса. 
Цель работы: сравнительное исследование фиброгенной активности эпикарда в сердце uPAR-/- 
и животных дикого типа и изучение влияния факторов кардиальной микросреды на миграционную 
активность клеток эпикардиального мезотелия. 
Материалы и методы. В работе использовали методы гистологического и иммунофлуоресцент-
ного окрашивания, микроэррей анализ содержания провоспалительных цитокинов, метод оценки 
микрационных свойств клеток эпикарда. 
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Результаты. Обнаружили, что в сравнении с животными дикого типа у uPAR-/- животных происхо-
дит значительное утолщение зоны эпикарда (2,46+0,77 (uPAR-/- мыши) и 1,02+0.17 (Wt мыши) относи-
тельных единиц, p=0,033), сопровождающееся аккумуляцией белков внеклеточного матрикса. Дефи-
цит гена uPAR ведет к формированию провоспалительной микросреды в сердце (повышение уровня 
провоспалительных факторов: IL1, IL13, IL17, RANTES и MIP1), усилению миграционной активности 
клеток эпикардиального мезотелия, накоплению TCF21+ предшественниц фибробластов/миофибро-
бластов (29,8+13,7 (uPAR-/- мыши) и 3,03+0,8 (Wt мыши) клеток в поле зрения, p=0,02) и развитию суб-
эпикардиального фиброза.  
Заключение. Эти данные позволяют рассматривать uPAR в качестве перспективной мишени при 
разработке средств таргетного воздействия для предотвращения развития и прогрессирования кар-
диального фиброза. 
Главный тезис 
Дефицит рецептора активатора плазминогена урокиназного типа способствует формированию 
провоспалительного микроокружения и фиброгенному ремоделированию зоны эпикарда. 
 
Ключевые слова: фиброз; эпикардиальный мезотелий; урокиназный рецептор 
 
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов. 
Финансирование. Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РНФ 17-15-01368П и 
РФФИ 19-29-04164 (сборка сфероидов на основе клеток эпикарда). 
Summary 
The study of the mechanisms of development and progression of fibrosis is one of the key directions 
of modern cardiology. Our work suggests that the urokinase receptor (uPAR) is involved in the regulation 
of mesothelial cell activity and epicardial fibrosis development, which, when interacting with specific lig-
ands and intermediate proteins, can activate intracellular signaling, trigger the cascade of proteolytic re-
actions, including local plasmin formation and activation of matrix metalloproteinases, providing matrix 
remodeling. 
Objective: to perform a comparative study of fibrogenic activity of the epicardium in the hearts of uPAR-/- 
and wild-type animals and evaluate the effect of cardiac microenvironment factors on the migration activity of 
epicardial mesothelial cells. 
Material and methods. We used histological and immunofluorescent staining, microarray analysis of 
proinflammatory cytokine levels, and a method for assessing the migratory properties of epicardial cells. 
Results. Results. We found that compared to wild-type animals, uPAR-/- animals show significant thick-
ening of the epicardial area (2.46+0.77 (uPAR-/- mice) and 1.02+0.17 (Wt mice) relative units, P=0.033) accom-
panied by accumulation of extracellular matrix proteins. Deficiency of uPAR gene leads to formation of proin-
flammatory microenvironment in the heart (increased levels of proinflammatory factors such as IL-1, IL-13, 
IL-17, RANTES and MIP1), increased migratory activity of epicardial mesothelial cells, accumulation of TCF21+ 
fibroblast/myofibroblast precursors (29.8+13.7 (uPAR-/- mouse) and 3.03+0.8 (Wt mouse) cells per visual field, 
P=0.02), as well as development of subepicardial fibrosis.  
Conclusion. These findings suggest that uPAR is a promising candidate for the developing targeted agents 
to prevent the development and progression of cardiac fibrosis. 
Highlight 
Deficiency of urokinase-type plasminogen activator receptor contributes to the formation of proinflam-
matory microenvironment and fibrogenic remodeling of epicardial area. 
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Введение 
Белки внеклеточного матрикса (ВКМ) 
являются важным регулятором структурной 
организации взрослого сердца, координирую-
щим эффективное электромеханическое 
сопряжение клеток миокарда, а также форми-
рующим уникальное микроокружение для 
поддержания фундаментальных характери-
стик клеток и выполнения их репаративных 
функций  [1]. В здоровом сердце сохраняется 
баланс компонентов ВКМ посредством их фер-
ментативной деградации и синтеза de novo, что 
обеспечивает поддержание нормального гоме-
остаза микросреды. Однако при развитии 
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патологических состояний этот баланс нару-
шается, что приводит к чрезмерному отложе-
нию матрикса, известному как сердечный фиб-
роз, который оказывает существенное 
влияние на сердечную функцию, увеличивая 
жесткость миокарда и нарушая электрическую 
проводимость. Подсчитано, что фиброз раз-
личных органов прямо или косвенно является 
причиной почти 45% смертей в развитых стра-
нах, что имеет чрезвычайно важное социаль-
ное значение и несет колоссальную экономи-
ческую нагрузку на общество  [2, 3]. На 
сегодняшний день отсутствуют эффективные 
способы обратить вспять процесс патологиче-
ской перестройки клеточного микроокруже-
ния и повлиять на активность фибропластиче-
ских процессов в сердце, что неизбежно 
приводит к развитию тяжелой сердечной недо-
статочности и смерти. Поэтому поиск новых 
биологических мишеней и изучение механиз-
мов развития кардиального фиброза не теряет 
своей актуальности. В этом отношении интерес 
обращен к эпикарду — наружному мембрано-
подобному слою сердца, сформированного 
гетерогенной популяцией клеток, и эпкарди-
ального мезотелия и белками внеклеточного 
матрикса. Исследования линий трансгенных 
мышей с использованием Cre-lox гомологич-
ной рекомбинации, направленной на гены опу-
холи Вильмса 1 (Wt1) и Tcf21, выявили в эпи-
карде популяцию клеток-предшественников, 
которые подвергаются эпителиально-мезенхи-
мальному переходу (ЭМП) во время эмбрио-
нального развития и дифференцируются в 
резидентную линию фибробластов  [4–8]. Во 
взрослом сердце при возникновении ишемии 
или перегрузки давлением происходит ремоде-
лирование эпикардиального микроокруже-
ния, что ведет к реэкспрессии фетальных эпи-
кардиальных генов и фибробластоподобной 
трансформации клеток [9–11]. 
В рамках данного исследования было сде-
лано предположение, что в качестве регулятора 
процессов ремоделирования эпикардиального 
микроокружения может выступать урокиназ-
ный рецептор (uPAR)  [12, 13]. Он является 
неотъемлемой частью урокиназной системы, 
которая также включает урокиназу (uPA) и два 
ингибитора (PAI-1 и PAI-2). uPAR закреплен в 
клеточной мембране через ГФИ-якорь, что поз-
воляет ему быть подвижным в мембранном би-
слое и локально концентрировать протеолити-
ческую активность урокиназы в направлении 
движения клетки. Запускаемый урокиназой 
каскад протеолитических реакций, включаю-
щих локальное образование плазмина и акти-
вацию матриксных металлопротеиназ, обес-
печивает ремоделирование матрикса. Однако, 
помимо активации внеклеточного протеолиза 
большинство клеточных ответов, модулирован-
ных урокиназной системой, обеспечивается с 
помощью трансмембранной сигнализации, 
которая опосредуется взаимодействием компо-
нентов этой системы с белками-посредниками, 
например — интегринами. 
Цель работы — сравнительное исследова-
ние фиброгенной активности эпикарда в серд-
це uPAR-/- и животных дикого типа и изучение 
влияния факторов кардиальной микросреды 
на миграционную активность клеток эпикар-
диального мезотелия. 
Материал и методы 
Животные. В работе использовали самцов 
мышей линии C57BL/129 (дикого типа; n=20) и но-
каутных по гену uPAR C57BL/129 (uPAR-/- мыши; 
n=20), предоставленные на безвозмездной основе 
факультетом фундаментальной медицины Москов-
ского государственного университета им. М. В. Ло-
моносова. Эксперименты были одобрены этическим 
комитетом ФГБУ НМИЦ кардиологии. 
Детекция коллагеновых волокон в зоне эпи-
карда. Визуализацию коллагенов зоне эпикарда 
проводили путем окрашивания криосрезов пикро-
сириусом красным, в соответствии с ранее описан-
ным методом [14]. 
Детекция TCF21+ клеток-предшественников 
фибробластов в зоне эпикарда. Для проведения 
анализа TCF21 клеток использовали метод иммуно-
гистохимического окрашивания с применением 
коммерческого набора ABC Elite Kit («Vector Lab», 
США). Криосрезы размораживали при комнатной 
температуре (30 минут), промывали в фосфатно-со-
левом буфере (ФСБ) (5 минут) и фиксировали в 3,7% 
растворе парафармальдегида (10 минут). После 
фиксации срезы промывали ФСБ (3 раза по 5 
минут), проводили пермеабилизацию 0,1% раство-
ром Тритона X100 (5 минут) и забивку эндогенной 
пероксидазы с помощью 3% раствора H2O2 с после-
дующей отмывкой в ФСБ. Далее, срезы блокиро-
вали раствором, содержащим 1% бычьего сыворо-
точного альбумина (БСА), 10% сыворотки донора 
вторых антител в ФСБ (30 мин). После этого криос-
резы окрашивали антителами к маркеру TCF 21 («Bi-
olegend», США) в течение 1 часа. Затем, стекла про-
мывали в ФСБ (3 раза по 5 минут) и наносили на 
срезы вторичные биотинилированные антитела на 
30 минут. Далее, срезы отмывали в ФСБ и обрабаты-
вали ABC китом в течение 30 минут. После этого 
стекла отмывали в ФСБ и детектировали окраску с 
помощью субстрата, входящего в состав набора 
«DAB substrate kit». После окрашивания слайды про-
мывали дистиллированной водой, обезвоживали и 
монтировали, используя среду на основе ксилола.  
Получение культуры клеток эпикардиаль-
ного мезотелия. Выделение клеток проводили в со-
ответствии с протоколом, описанным ранее [15]. 
Сборка сфероидов на основе клеток эпикар-
диального мезотелия. Для сборки эпикардиальных 
сфероидов использовали V-образные чашки с низ-
коадгезионным покрытием GravityTRAPTM ULA 
Plate. Для получения сфероидов суспензию клеток 
(5000 клеток в 70 мкл среды культивирования) вы-
саживали в лунки планшета, осаждали с помощью 
центрифугирования (200 g, 2 минуты) и культивиро-
вали 72 часа (в среде IMDM с добавлением 1% фе-
тальной сыворотки теленка) в стандартных усло-
виях инкубатора (37ᵒС, 5% СО2). 
Оценка миграционных свойств клеток эпи-
кардиального сфероида под действием кондицио-
нированной среды Wt uPAR-/- кардиальных экс-
плантов. Сформированные сфероиды помещали в 
культуральные чашки 48-луночного планшета с до-
бавлением кондиционированной среды Wt и uPAR-\- 
кардиальных эксплантов (⅟₂ кондиционированной 
среды и ⅟₂ среды IMDM без сыворотки и других до-
бавок). Культивирование сфероидов проводили в 
течение 3х суток с документированием изображе-
ний каждые 24 часа. Оценку площади миграции и 
длины миграционного пути выполняли с помощью 
программы Image J («NIH», США)  
Микроэррейный анализ секреции провоспа-
лительных факторов клетками Wt и uPAR-\- карди-
альных эксплантов. Сердца извлекали из грудной 
полости, иссекали крупные сосуды и тщательно про-
мывали в растворе фосфато-солевого буфера. Далее, 
сердца помещали в стерильные чашки Петри и из-
мельчали ножницами до получения размеров кусоч-
ков 1–2 мм. Полученные измельченные образцы сер-
дец взвешивали и выравнивали по массе. Далее, 
измельченные образцы (экспланты) высаживали в 
культуральные чашки (без покрытия) в среду IMDM 
(«Gibco», США) без добавок и инкубировали при 37°С 
в атмосфере 5% CO2. Через 48 часов экспланты уда-
ляли, а кондиционированную среду подвергали 2 
этапам центрифугирования (1000 g, 20 минут). Полу-
ченный супернатант аликвотили и хранили при тем-
пературе -70°С до проведения исследований провос-
палительных цитокинов и экспериментов in vitro. 
Исследование уровня воспалительных цитокинов в 
кондиционированных средах кардиальных эксплан-
тов uPAR-/- мышей и животных дикого типа выпол-
няли с помощью Mouse Inflammation Antibody Array 
(«Abcam», США) строго в соответствии с рекоменда-
циями производителя набора. 
Статистический анализ. Оценку «нормально-
сти» распределения проводили с помощью крите-
рия Колмагорова–Смирнова. Статистическую 
значимость различий между выборками оценивали 
с помощью U-критерия Манна–Уитни. Статистиче-
скую обработку результатов проводили с помощью 
программы Statistica 8.0 (StatSoft, Inc.). Данные пред-
ставили в виде среднего значения±стандартное от-
клонение (М±SD). 
Результаты 
В сердце животных возрастом 1 год, 
нокаутных по гену uPAR (uPAR-/- мыши) 
наблюдали аккумуляцию коллагеновых воло-
кон, которая сочеталась с 2,4-кратным утолще-
нием эпикардиальной области (2,46±0,77 
(uPAR-/- мыши) и 1,02+0.17 (Wt мыши) относи-
тельных единиц, p=0,033), чего не отмечали у 
животных дикого типа (рис. 1, a–c). Учитывая 
выявленные изменения, провели оценку 
содержания клеток-предшественниц фибро-
бластов в этой зоне сердечной стенки. Для 
идентификации предшественниц фибробла-
стов использовали транскрипционный фактор 
Tcf21. Этот маркер представлен в популяции 
клеток эпикардиального мезотелия и проэпи-
карда и участвует в регуляции дифференци-
ровки в направлении фибробластоподобных 
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Рис. 1. Дефицит урокиназного рецептора ассоциирован с утолщением эпикарда и увеличением числа TCF+ клеток-
предшественниц фибробластов.  
Примечание. Репрезентативные окрашивания срезов сердца мышей дикого типа (А) и uPAR-/- (b) пикросириусом крас-
ным. c — количественная оценка толщины зоны эпикарда у мышей дикого типа и uPAR-/-. Репрезентативные окрашива-
ния срезов сердца мышей дикого типа (d) и uPAR-/- (e) антителами к маркеру клеток-предшественниц фибробластов — 
TCF21. f — количественная оценка содержания TCF21+ клеток-предшественниц фибробластов в сердце мышей дикого 
типа и uPAR-/-. Данные представили в виде среднего значения±стандартное отклонение (М±SD). * — p<0,05. 
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производных  [7, 8]. Обнаружили, что число 
TCF21+ клеток было в 9 раз выше (рис. 1, c–e) в 
эпикарде/субэпикарде uPAR-/- мышей в 
сравнении с мышами дикого типа (29,8±13,7 и 
3,03±0,8 клеток в поле зрения, соответственно; 
p=0,02).  
Для установления факторов, способных 
иницировать ремоделирование зоны эпикарда 
провели анализ уровня провоспалительных 
цитокинов в образцах кондиционированных 
сред кардиальных эксплантов (рис. 2, a), повы-
шенный уровень которых ассоциирован с раз-
витием фиброза. В среде uPAR-/- мышей 
наблюдали повышенное содержание провос-
палительных факторов (IL1, IL13, IL17, RANTES 
и MIP1), в сравнении со средами контрольных 
эксплантов (из сердец мышей дикого типа). 
Поскольку утолщение эпикардиального 
слоя сердца сопряжено с потерей межклеточных 
контактов и перераспределением мезотелиаль-
ных клеток, мы провели анализ влияния факто-
ров провоспалительного микроокружения на 
миграционные свойства клеток. Для исследова-
ния клеточной подвижности использовали 3D 
модель эпикардиального микроокружения 
построенную по типу сфероида, обеспечиваю-
щую пространственное взаимодействие клеток 
и формирование кадгериновых межклеточных 
контактов. Площадь распределения клеток (на 
3й день: 1069900±226137 (среда Wt эксплантов) и 
3329643±312000 (среда uPAR-/- эксплантов; 
p=0,04) относительных единиц) и максимальная 
длина миграционного пути (на 3й день: 526±86 
(среда Wt эксплантов) и 987±57 (среда uPAR-/- 
эксплантов) относительных единиц; p=0,01) эпи-
кардиальных клеток были значимо выше при 
использовании кондиционированных сред от 
uPAR-/- кардиальных эксплантов, в сравнении с 
контрольными средами (рис. 2, b–e). 
Обсуждение 
Проведенные исследования показали, что 
отсутствие гена uPAR сопряжено с формирова-
нием провоспалительного микроокружения в 
сердце, накоплением TCF21+ предшественниц 
миофибробластов и развитием субэпикарди-
ального фиброза. Это позволяет выдвинуть 
гипотезу о том, что uPAR необходим для под-
держания целостности эпикардиального слоя 
сердца и регуляции профиброгенной активно-
сти клеток мезотелия. uPAR широко представ-
лен в эпителиоподобных клетках разных 
типов, вовлечен в процессы ремоделирования 
тканей и участвует в регуляции важнейших 
биологических процессах, включая ЭМП, 
ангиогенез, фибринолиз, воспаление, опухоле-
вая инвазия и метастазирование [12, 13, 16].  
В условиях отсутствия uPAR функциониро-
вание урокиназной системы нарушается, что, 
вероятно, является одной из причин пере-
стройки эпикардиального/субэпикардиально-
го микроокружения. Действительно, в сердце 
uPAR-/- мышей наблюдали повышенный уро-
вень провоспалительных факторов, которые 
могут выступать в качестве самостоятельных 
регуляторов клеточных функций и служить 
патеогенетической основой развития фиброза. 
В исследовании профессора Дженуа (Genua) [17] 
показано, что дефицит uPAR вызывает поляри-
зацию макрофагов в М1 направлении и способ-
ствует усилению секреции провоспалительных 
цитокинов, что может служить основой форми-
рования провоспалительной микросреды.  
В неповрежденном сердце мезотелий имеет 
полигональную эпителиоподобную морфоло-
гию, однако под влиянием воспалительных фак-
торов он может подвергаться трансдифференци-
ровке в мезенхимальном направлении и 
приобретать промиграционные, проинвазивные 
и фибробластоподобные характеристики. В 
основе перехода от мезотелиального к мезенхи-
мальному (фибробластоподобному) фенотипу у 
uPAR-/- животных может быть комплексное воз-
действие воспалительных факторов и изменен-
ная активность Ras-ERK1,2 MAPK, Rac1 и PI3K-
AKT внутриклеточных сигнальных путей (из-за 
нарушенного взаимного влияния uPAR-интегри-
нов или других посредников) [18, 19], что ведет к 
нарушению межклеточных контактов, потере 
полярности клеток и реорганизации цитоскеле-
та. Вероятно, запуск этой необратимой реакции 
является основой для формирования фибробла-
стов/миофиброфластов, гиперкопродуцирую-
щих белки внеклеточного матрикса, формирова-
ние которых находится под контролем uPAR.  
Отсутствие рецептора ведет к ингибирова-
нию uPAR-зависимой регуляции функций интег-
ринов, усилению клеточной адгезии, стимулиру-
ет переход фибробластов в миофибробласты, за 
счет формирования адгезионных контактов и 
усиленной сборки/стабилизации волокон глад-
комышечного альфа-актина  [20–22]. Допол-
нительным неблагоприятным фактором-
индуктором перестройки эпикардиального 
микроокружения может быть накопление в 
сердце свободной (не связанной с uPAR) уро-
киназы, которая путем взаимодействия с 
нуклеолином способна транспортироваться 
в ядро и активировать экспрессию ЭМТ-ассо-
циированных и профибротических генов [23, 
24]. Не исключается также и другой механизм, 
связанный с взаимодействием урокиназы с 
альтернативными рецепторами, например, с 
Н–холинорецепторами, регулирующими функ-
ции фибробластов [25] и развитие/прогресси-
рование фиброза.  
Результаты, полученные при исследова-
нии uPAR-/- животных, имеющих признаки 
формирования воспалительного микроокру-
жения в сочетании с фиброзом сердца обла-
дают общими чертами с клинической карти-
ной, наблюдаемой у пациентов с системной 
склеродермией — состоянии, также характе-
ризующемся потерей функции uPAR вслед-
ствие его протеолитического расщепления 
ММП12 [26]. У подобных пациентов наблюдает-
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Рис. 2. Кондиционированная среда uPAR-/- кардиальных эксплантов характеризуется высоким содержанием про-
воспалительных факторов и оказывает стимулирующее воздействие на миграционные свойства клеток эпикарда.  
Примечание. a — количественная оценка содержания провоспалительных факторов в среде кардиальных эксплантов 
мышей дикого типа и uPAR-/-. b, c —репрезентативные изображение миграции клеток эпикарда из сфероидов под дей-
ствием кондиционированной среды кардиальных эксплантов мышей дикого типа (b) и uPAR-/- (c). d, e — морфометри-
ческая оценка площади распределения клеток и максимальной длины миграционного пути при культивировании эпи-
кардиальных сфероидов в кондиционированной среде кардиальных эксплантов мышей дикого типа и uPAR-/-. Данные 
представили в виде среднего значения±стандартное отклонение (М±SD). * — p<0,05. 
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ся повышенный уровень IL1, IL17, MCP-1/CCL2, 
MIP-1α/CCL3, MIP-1β/CCL4 и IL-8/CXCL8, что 
сопровождается повышением активности 
ЭМП, образованием избыточного количества 
фибробластов и фиброзной трансформацией 
различных тканей, включая сердце [27, 28]. 
Заключение 
Таким образом, uPAR может рассматри-
ваться как многоуровневый регулятор эпикар-
диального микроокружения. Дефицит этого 
гена ведет к формированию провоспалитель-
ной микросреды в сердце, усилению мигра-
ционной активности клеток эпикардиального 
мезотелия, накоплению TCF21+ предшествен-
ниц фибробластов/миофибробластов и разви-
тию субэпикардиального фиброза. Эти дан-
ные позволяют рассматривать uPAR в качестве 
перспективной мишени для разработки 
средств таргетного воздействия в целях пред-
отвращения развития и прогрессирования 
кардиального фиброза.  
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